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Beschreibung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Lumineszenz Immunoassay fur Haptane, die hienn 
enthaltenen chemilumineszent-markierten Haptenkonjugate sowie Verfahren zu defen Herstellung. 
s Lumineszenz Immunoassays fur Haptene bestehend aus A) einem fur das ieweilige Hapten 
spezifischen Antik6rper und B) einem chemilumineszent-markierten Haptenkonjugat Dieses 
Haptenkonjugat enthilt im allgemeinen eine zur Chemilumineszenz befihigte Gruppe, eine 
Verknupfungsgruppe und eine Hapten. Die Verknupfungsgruppe kann im einfachsten Fall ersetzt werden 
dureh eine direkte chemische Bindung, jedoch ist es ublich. durch eine Verknupfungsgruppe einen 
io gewissen raumlichen Abstand zu erzielen. Die Verknupfungsgruppe wird deshalb auch meist Spacer 1 
genannt Es hat sich gezeigt daB bei einer direkten Kopplung von Haptenen mit einer zur Chemilummszenz 
befShigten Gruppe die Eigenschaften beider Gruppen so verindert wurden, daB die Empfindlichkeit und 
Spezifitit der'Teste verringert wurden. Zum einen veranderten sich die chemil.umineszenten Eigenschaften 
und zum anderen die Spezifltat des Haptens zu seinem Antikdrper. 
>s Tvpische chemilumineszent-markierte Konjugate und diese enthaltende Lumineszenz Immunoassays 
sind beispielsweise aus der DE-OS 29 21 781 bekannt Die VerknQpftjngs gruppe , H , (dort audi 
BrOckenqruppe genannt) soil demnach maximal 1 bis 50, vorzugsweise 1 bis 10 Kohlenstoffatome oder 
Heteroatome aufweisen, so daB das Molekulargewicht dieser Gruppe 1000 nicht Qberste.gt und 
vorzugsweise weniger als 200 betragt; vgl. S. 34 und 35. Die dort beschne _benen ^nmnz 
20 Immunoassays weisen zwar gegenuber Radioimmunoassays den Vorteil auf daB man nicht mit 
radioaktiven Substanzen arbeiten muB, die nur eine begrenzte Lebensdauer haben und wegen der 
entsprechenden Schutzvorschriften begrenzt eingesetzt werden konnen, dafur erreichen sie aber bei 
weiten nicht die von Radioimmunoassays bekannte Empfindlichkeit bzw. Reproduzterbarkeit 

Aus der DE— OS 29 13 549 sind chemisch induzierte Fluoreszenz-lmmunteste bekannt bei welcnen 
25 der Antiligand spezifisch am epitopen Zentrum des Uganden gebunden wird und als Marker em 
lichtemittierendes reziprokes Paar vorgesehen ist welches aus einer Chemilumineszenzque lie und einem 
Quencher besteht der das von der Chemilumineszenzquelle emittierte Ucht kollis.onsfrei ausloschen kann. 
Dabei werden Konjugate mit Chemilumineszenzmarkierung und Konjugate mrt Oiienchermarkierung 
qebildet und an .Bestandteiie des immunologischen Paars gebunden. Das dann beschnebene Pnnzip 
30 beruht auf der Feststellung, daB bei Vorhandensein eines Farbstoffes innerhalb eines begrenzten Abstands 
von einer chemilumineszierenden Verbindung oder Gruppe im erregten die 
chemilumineszierende Verbindung oder Gruppe ihre Energie auf den Quencher stoBfrei und - ohm 
Strahlungsemission flbertragen kann. Der Quencher kann sodann .die Strahlung be. einer hoheren 
Weilenlinge als die chemilumineszierende Verbindung oder Gruppe emittieren und kann die Energie durch 
35 strahlungslosen Zerfall verlieren. Dabei ist es prinzipiell mogiich an H8her molekulare Liganden sowohl 
mehrere Mole chemilumineszierende Substanz oder Quencher zu koppe n. In der J Bes ? n ™ lb " n 9^ 
erwihnt, daB es prinzipiell mdglich sei, auch eine Mehrzahl von Markern an den Bestandteil des 
immunologischen Paares zu binden. wobei sogenannte Po'Y«9andenanalog€ ' M a * e ;. n en ^? h . 9 a n - 
Besondere Vorteile derartlger Systeme sind jedoch nicht erwahnt Em Nachtei! besteht darin, daB das 
40 analoge Paar den Quencher in vergleichbaren Abst§nden enthalten muB. urn entsprechend wirksam zu 
sein. Bei den relativ kleinen Haptenen ist die Besonderheit zu beachten, daB dim oftmals zu einer 
wesentlich verrigerten Chemilumineszenz fOhren, ohne daB zusatzllch ein ausdrucklicher Quencher an den 
Rezeptor gebunden ist Diese Wechselwirkung zwischen Hapten und chemiluminesaerender Gruppe ist 
bereits mehrfach beobachtet .worden und fflhrt zu. verringerter Empfindlichkeit und Spezifitat der Teste, 
45 weshalb man in solchen Fallen vorzugsweise mit einem "Spacer" arbeitet MO ,^ an oin „ 

Aus EP— A— 0 047 459 ist ein Fluoreszenzreagenzfflr die Immunfluoreszenz bekannt, welches an einer 
hydrophilen Zwischenverbindung ein Molekul hydrophobes Hapten und ein hydrophobes, 
fluoreszierendes MolekOI tragt In EP-A-0 003 583 sind konjugate fur den cytochemischen Nachweis 
von Steroidrezeptoren beschrieben bei denen an das Carrierprotein mehrere Hormonmolekule und 
50 Fluoreszenzmolekule gebunden sind. 

D i e . vori t e g e ndeErfindung-hat-si(*-die.Aufgabe-ge^^ 

verbessern und sie bezugliche der Handhabung. der Empfindlichkeit und der Reproduzierbarkeit den 
Radioimmunoassays vergleichbarer zu machen. Dabei soil gleichzeitig angestrebl = ^.™ l r n "" 
Bestandteiie dieses Immunoassays einfach, reproduz.erbar und im groSeren MaBstab herstellbar zu 
machen. Diese Aufgabe wurde Oberraschenderweise dadurch gelost daB man ein chemilumineszent- 
markiertes Haptenkonjugat verwendet welches zwischen der zur Chemilumineszenz befah flten^ruppe 
und dem Hapten eine Verknupfungsgruppe aufweist, die ein kettenform.gen Polymeres mit 
wiederkehrenden funktionellen Gruppen ist, an welches pro Mol sowohl mehrere Mole zur Lumineszenz 

befahigte Gruppen als auch mehrere Mole Hapten gebunden sind. ....„,..« 

Dieses Ergebnis war nicht vorhersehbar, da nach dem Stand der Technik die Verknupfungsgruppe so 
.klein wie molich gehalten werden sollte und stets nur eine zur Chemilumineszenz befahigte Gruppe i mrt 
einem Hapten verbunden werden sollte. Uberraschenderweis hat s.ch geze.gt daB d. Empfin^dhchkeit 
und Reproduzierbarkeit eines Ch miluminesz nz Immunoassays fur Haptene erheblich geste.gert werden 
kann, wenn man stattdessen mehrere Mole der zur Chemilumineszenz befah.gten gruppe n^t mehreren 
Molen des Haptens in der Weise miteinander verknupft. daS sie mit ausreichendem Abstand an ein 
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kettenf muges ; Polymeres ^^""jj' lrnmU noassay wird als weiter Komponente e.n fur das 
Fur den erfindungsgemaBen Luminesz era * aewonnen wird durch Verwendung eines 
Hapten spezifischer Antikorper ve ™ end ^^^ Reaktion mehrere M le 

and'eren kettenformigen ™^ des Haptens in freier 

Hapten gebunden sind. Die » e ™* n ^ Polymeres. Diese Antikorper weisen hingegen 

^siW*^:—" »££■ S5fs 

Peptide. Glytoprweine ^^^•^^ SS^ffiS ™d" afflrllehe Gummen. Peptide 
rS&TSS ^:t^XVTr~^-» uml ™ und Globullne. 

^T»«^ T| w^« l *^ , 22XIi'S^ wledarkehrend* funktionelter reattiver Grupp.n 
Ole Polyiraren mussen eioe ■ l l ar " on "? a LJ"~7' iTl-mi. un( i/odsr ojr Dlazohipplund, beHMgte 
arisen wis 

SSSS'itotM Kopplung GIutar d,a,dehyd. 

Derartlge Kopplungsreagenzwn ^S^S^^ Benzochinone. Perjodat. Trichloro-s- 
Bromcyan, Hydrazine, Bise^x^ Bindungstypen sind 

Triazine, Isothiocyanate, ArWamme und PnenyinyarranB Triaziri yle, Ether, Imidocarbonate, 

beispielsweise Michael Addukte und ^^^^.?gSSS!^to^ Reagenzien in Frage 
Amide, gemlschte Anhydride. Allcylam.ne. ^^*^SSSS5!2lB Dicyclohexylcarbodiimid. 1- 
wieEEDQlN-Ethoxycarbor^l-^^ iWyW^Wnwthyl. 
Cyclohexyl-3-(2-morpholnyN4)-ethyi) ^ d J^ d - m ^ d ^Simlde. Weiterhin kommen 

^szurChe.Hu.inszenzbj^ 

a? sr -ar& ~ r aowie das in der DE -° S 31 32 491 

beschreibene Fluoresceinisottjiocyanat orqanische n Substanzen in Frage, die eine 

beschreiben. . rwamituminasianz befahiate Gruppe Luminol, welchea in 

In der Praxis bewahrt hat s.ch als ™ c ^™^ 
diazotierter Form als Dlazoluminol an « nn ™*X,^o™^ an das 

^Anti^rper gegen ^ i-eilige ^ 
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Der fQr das Hapten speafische W J xur ^— ° v» orunter suchungen der 
Immunoassay vorzugsweise an emen festen Trige r g ^ b T ^™ n ^"^ S rolkugeln be sonders geeignet 

Anmelderin haben zu dam u E ^ bn,a aktiviert wurden ' ' 

sind, die mit einem 

Prinzipiell sind aber auch andere feste T E^"£^Kund qleichmaBig gebunden werden kann. 
Beein^ichtigung seiner spezifisehen Reaktlv tat "^^^.T^^J^n de rartigen Kugeln In 
Die Messung derChemilumineszen von , Luminol ^^^'^^^^.J^^ und 
sehreinfacherWeiseineinerMeBk^ in bekannte n Geriten, 

Peroxidase zugegeb n w rden °" g^^^^ ifltdaBdi 
beispielsweise dem Luminometer LKB1251 der ""™u« 9° , ays fQ r Haptene vollig 

Handhabung. Empfind.ichkeit und **"f Lumineszenz 
v rgleichbaristrnitdervcnen^^^^ n ^ auCR ,„ Vollautomaten 



iKEEST 'ES»TZ= n geeignet und k6nn 

65 verwendet werden. 
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In den nachfolgenden Beispielen werden erfindungsgemaSe chemilumineszent-markierte 
Haptenkonjugate sowie mit deren Hilf hergestellte Luminesz nz Immunoassays fur Haptene ausfGhrlicher 
beschrieben, wobei die speziell g wahlt n zur Chemilumineszenz befahigten Gruppen, 
Verknupfungsgruppen und Haptene keine Beschrankung der Erfindung bedeuten sollen. 

Beispiel 1 

I. Herstellung eines chemilumineszent-markierten Haptenkonjugats z.B. ((Triiodothyronine (T 3 )>- 
Transferrin-(Daizoluminol) 

a) Herstellung eines Transferrin-T 3 -Konjugats mittels Carbodiimid-Kopplung: 

44 mg Transferrin (human, Behring-Werke MW 88 000) 0,5 urno!) werden in 2 ml bidestilliertem Wasser 
gelost Nach rascher Zugabe von 42,9 mg (100 umol) MCDI (1-CyclohexyI-3-(2-morpholinyl-(4)-ethyl) 
carbodiimide-methyl-p-toluol-sulfonat) (Merck MW 429) gelost In 500 ul bidestilliertem Wasser wird unter 
Ruhren durch tropfenweise Zugabe von 0,01 N Salzsaure ein pH-Wert von 6 eingestellt 17 mg 
Triiodothyronine (T 3 ) (MW 673, Sigma) werden in 1 ml bidestilliertem Wasser suspendiert und durch 
tropfenweise Zugabe von 0,5 mol/l NaOH bis zur vollstandigen Losung gerfihrt. Diese L6sung wird 
tropfenweise unter Ruhren zu der obigen Losungen gegeben, wobei durch Zugabe von 0,05 nbrmaler 
Salzsaure der pH-Wert auf 6 gehalten wird. Man laSt anschliefiend 2 Stunden bei Raumtemperatur und 24 
Stunden bet 3°C weiter reagieren. Die Losung wird zentrifugiert Das Transferrin-T 3 -Konjugat im Uberstand 
wird durch Gelfiltration uber Sephadex® G — 25 (Pharmacia) Oder Ultrogel® A 6 (LKB) getrennt Als 
Elutionspuffer wird 10 mM/l Phosphat pH 7—8 mit 0.15 moi/l Natriumchlorid verwendet. Die einzelnen 
Fraktionen werden photometrisch auf Proteingehalt sowie auf T 3 -lmmunoreaktivitat getestet Die 
Fraktionen, welche sowohl proteinhaltig als auch T 3 -immunreaktiv sind, werden vereinigt. Aus den 
MeSwerten ergibt sich, daS das Substitutionsverhaltnis T 3 :Transferrin 14 mol/mol betrSgt Das Konjugat 
kann im gefrorenen Zustand gelagert oder lyophilisiert werden. 

b) Kupplung von Diazoluminol an das Transferrin-T 3 Konjugat 

I. Diazotierung von Luminol: i- 

0. 2 mmol Luminol (25,44 mg) (5-Amino-2^-dihydro-1,4-phthalazindion, Ega-Chemie) werden in 5 ml 1 
mol/l Salzsaure suspendiert und im Eisbad unter gleichmaBigem ROhren auf 0°C gekOhlt 1,5 mmol 
Kaliumnitrit (128 mg) werden in 1 mi Wasser gelost und im Eisbad auf 0°C gekuhlt. Die kalte 
Kaliumnitritl6sung wird nun tropfenweise der Luminol-Suspension zugegeben, bis die gelbgrQne Trubung 
verschwunden fst und sich eine Ware gelbe bis gelborange Losung ausbildet UberschOssige saipetrige 
Saure wird durch Zugabe einer HarnstofflSsung entfernt. Die so erhaltene Diazoluminol-Losung kann direkt 
verwendet werden. Sie ist im gefrorenen Zustand ca. eine Woche stabil. 

Diazokupplung des Diazoluminols an das Transferrin-T 3 -Konjugat: 

20 mg lyophilisiertes Transferrin-T r Konjugat werden in 3 ml Wasser gelost. Durch 0,1 mol/l 
Natriumcarbonat-Ldsung wird der pH-Wert auf 9-9,5 eingestellt Die Diazoluminol-L6sung wird 
tropfenweise bei 0°C unter ROhren zugegeben, und zwar bis zu einem VerhSltnis von 100 Mol Diazoluminol 
pro Mol Transferrin-T 3 -Konjugat Hierbei wird mit weiterer Natriumcarbonat-Ldsung der pH-Wert bei 9 
gehalten. Das End-Reaktionsgemisch wird 24 Stunden bei 3°C gelagert Das so erhaltene Transferrin-T 3 - 
Diazoluminol-Konjugat wird in gleicher Weise wie das Transferrin-T 3 -Konjugat durch Gelfiltration 
gereinigt. Die einzelnen Fraktionen werden getestet 

1. mit einem Photometer bei 280 nm, 

2. auf T 3 -lmmunoreaktivitat, 

3. auf Diazoluminol-Lumineszenz-Reaktion im LKB 1251 und 

4. spezifische Bindung an T 3 -Antikorper, sowie unspezifische Bindungseigenschaften. 

Die Fraktionen mit meSbarem Proteingehalt mit spezifischer Bindung an T 3 -Antik6rper jedoch ohne 
"liennenswel^^ 

Substitutionsverhaltnis von Transferrin :T 3 : Diazoluminol von 1:14:20. Das so erhaltene Konjugat kann 
sowohl lyophiiisiert als auch im gefrorenen Zustand gelargert werden. 

II. Verwendung des chemilumineszent-markierten Haptenkonjugats in einem Lumineszenz-lmmunoassay 
fur Haptene (Transferrin-T 3 -Diazoluminol in einem T 3 -Chemilumineszenzassay) 

a) Immobilisierung von Antikorpern auf einem festen TrSger (T 3 Antik6rper auf Polystyrolkugeln) 

Mit einem synthetischen Polypeptid (p-Phe-Lys, MW 30 000) beschichtete Polystyrolkugeln von 6,4 mm 
werden mit einer 0,5%-igen wlBrigen L5sung von Pentan-1,5-dial aktiviert Die so erhaltenen Kugeln 
werden bei pH 7,5—8,5 in 0.05 mol/l Phosphatpuffer mit einem gereinigt n T 3 Antikorper versetzt Der T 3 
Antikorper wurde gewonnen in Kaninchen mittels T r Rinderserumalbumin-K njugat als Immunogen, das 
erhalten wurde unter Verwendung v n 1-Ethyl-3-(-dimethyl-aminopropyl)carbodiimid (EDAC). Die 
gebildeten Schiffschen Basen wurden in einigen Fiilen vorsorglich mit Natriumborhydrid reduziert, jedoch 
zeigte sich kein wes ntiicher Unterschied in der Stabilitat Die verbii benen aktiven Gruppen wurden mit 
Rinderserumaibumin abgesattigt. Die Abstattigung war meist erst nach mehreren Tagen v llstandig, was 
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durch Messung der unspezifischen Bindung kontrolliert wurde. Die mehrfach gewaschenen Kugeln wurden 
im Luftstrom getrocknet oder in 0,05 m larem Tris/Salzsau re-Puffer unter Zusatz von Rinderserumalbumin 
aufbewahrt. Getrocknete Kugeln wurden zur Rekonstitution vor dem Gebrauch eine Stunde in den gleichen 
Puffer gegeben. 

5 

b) Messungen der Chemilumineszenz 

Als Oxidationssystem diente ein Gemisch aus Microperoxidase (Microperoxidase MP11 -Sigma) 5 
umol/1), H 2 0 2 (0,5%) und 0,8 moi/l NaOH. Als Puffer wurde ein 0,05 molarer Phosphatpuffer vom pH 7 unter 
Zusatz von 0,1 mol Natriurnchlorid verwendet sowie 4 g/I Rinderserumalbumin und 0,015 mol/l NaN 3 . Die 
'° Microperoxidase und der Puffer wurden kurz vor der Messung gemischt Der pH-Wert der 
Endreaktionslosung betrug 13. Hierdurch erfolgt eine Verlangsamung der Chemilumineszenz-Kinetik, die 
Prazision wird jedoch gesteigert Gemessen wurde nach dem Start der Reaktion durch H a 0 2 -Zugabe, wobei 
die Lichtemmission Ober eine Periode von 20 bis 30 Sekunden als Integral gemessen wird. 

15 c) Durchfuhrung des Ta-Lumineszenz-lmmunoassays . tm 

Jewells 100 uJ Serumprobe bzw. Standard wurden mit 200 uJ Inkubationspuffer (0,1 mol/l Tns-HCI von 
pH 7,4, 0,02 mol/l KCI, 0,2% Rinderserumalbumin) sowie 75 mg/100 ml ANS (8-Anilino-1-naphthalino- 
sulfonsaure) mit den mit Antikdrpern beschichteten Polystyrolkugeln 2 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiertDanach wurden 50 ul einer 1:100 Verdunnung des T 3 -Transferrin-Diazoluminolkonjugats 

20 zugesetzt, kurz aufgeschuttelt und eine weitere Stunde bei Raumtemperature inkubiert Es wurde zweimal 
mit Inkubationspuffer und einmal mit 0,9%-iger Natriumchloridlosurig gewaschen. Die Kugeln werden in 
die MefikQvetten Oberfuhrt und wie oben beschrieben die Chemilumineszenz gemessen. 

Typische MeBwerte sind in derTabelle 1 (Figure 1 ) zusammengestellt Die untere Nachweisgrenze liegt 
somit etwa bei 0,25 ng Ta/mL 

25 TABELLE 1 

Ts/Lumineszenzassay T^RIA 
Chemilumineszenz 



30 


ng Tyml 


(Integrationszeit 
mV- s 


= 20sec) 
MW 


B/BO x 100 in % 


IPM (a) 
(b) 


MW 


B/BO (%) 


35 


0 


415 
429 


422 


100 


15686 
15151 


15418 


100 


40 


0,25 


378 
398 


388 


92 


13937 
13605 


13771 


89,3 


45 


0,50 
1 


324 
331 

280 

270 


327 
275 


78 
65 


12012 

12195 

9828 
9876 


12103 
9852 


78,5 
633 


50 


2 


199 
210 


204--- 


48- 


7168 
7194 


-7181 


... 46,6 


55 


4 


132 
112 


122 


29 


4981 
5127 


5054 


32,8 


60 


8 


66 
52 


59 


14 


2915 
2967 


2941 


19,1 



In der nachf Igenden Tabelle 2 sind erfindungsgemaS errnitt Ite MeSwerte, im Vergleich zu denen 
eines Radioimmunoassays, zusammengestellt. 
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TABELLE 2 

Korrelation zwischen MeBwerten nach dem Chemilumln szenzassay und einem Radioimmunoassay unter 

Verwendung von drei Kontrollseren fur T a . 



5 




T3/RIA . 
ng/ml 


Ta/Lumineszenzassay 
ng/ml 




Serum I 


0,34 ± 0,2 


0,31 ± 0,1 *) 


10 


Serum II 


1,2 ± 0,4 


0,97 ± 0,4 




Serum III 


3,4 ±1 


2,97 ± 1,2 



(Anzahl der jeweils gemessenen Proben n = 20) 

Beispiei 2 

in analonar Weise wie in Beispiei 1 beschrieben wurde ein Proteinkonjugat wie folgt hergesteHt: 385 
in analogerwe.se wie w ' D «'^' ' Lvs j nrasten wurde mIt 1155 mg Bernsteins§ureanhydrid 11,6 

^S^T^S^tSS^ Das Bernsteinsaureanhydrid wurde in kleinen Portionen zugegeben 
\1 I t a . 1 ml fHilte von 1 n NaOH im Bereich von 7 bis 8 gehalten. Nach elner Stunde RQhren 

be. RallmpeS «* <»- 2 * 2f * ^ 

25 ffJES? W£ ™C I ml UUtate. Diese Suspension wurde in eine Amicon®-Druckfiltrat.onszelle 
utrS a^^^^ rnit 50 ml Wasser aufgeschlammt und erneut eingeengt 

NacM i WasbhvoSnTen war der pH-Wert 5. Oer Inhalt der zelle wurde port.on.ert, emgefroren und 

lY0P f 50 wTdieses Produktes wurden in 30 ml Wasser geldst und unter gleichzeitlger Zugabe von 80 mg 
30 mcdi miTla I mo ^L-T^Ethylester in 2 ml Methanol versetzt Der pH-Wert wurde mit 1 n Salzsaure auf 4 
S^JSiSn wurde nochmalsSO mg MCDI zugegeb^ -JS^«XiSSS 
hp. Raumtamneratur wurde die Suspension in einen Dialyseschlauch uberfuhrt und 3Tage lang aia.ys.eri, 

^SSSSSt SswJrVZeltrlfLgat wurde in Portionen von 4 bis 5 ml unterteilt emgefroren und 
35 SS£ Der Niederschlag wurde in Ammoniak Oder Ammoniumacetat gelost danach ebenfalls 

Sn ert^na^ Die weitere Aufarbeitun 9 und Kupplu " 9 mit , Diazo,um,no1 

SSSTta : ana S l^WeSse 9 wie in Beispiei 1 beschrieben, wobei ein T 4 -Lumineszenz-lmmunoassay 

entstand. 
40 Patentanspruche 

1. Lumineszenz Immunoassay fOr Haptene bestehend aus 

A) einem fur das jeweilige Hapten spezifischen Antikdrper und 

B) einem chemilumineszent markiertem Haptenkonjugat, enthaltend 
45 a) eine zur Chemilumineszenz befahigte Gruppe, 

mit tSSSES^^tdoMll.. Gruppen ist an welches pro Mo. sowoh. mehrere Mole zur 
Lumineszenz befahigte Gruppen als auch mehrere Mole Hapten gebunden sind. u. Mllt - a 
SSXSw"»Y g«maS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB der m A) benutzte 
spezLche 'AnS^rtrVe^endung eines Haptens a.s l™unogen gewonnen wurde. welches an 
eine andere VerknuDfungsgruppe gebunden ist als die gemaB b) verwendete. 
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3. Lumineszenz immunoassay y*"'*; j —^k— ■ - — - t^hinnhx/Hrat 1st. 

Mo^riS^^ M » chemilumineszenz befahigten Gruppe a) zum Hapten c) 

mi " Immunoassay gamlB einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der 
fir *Jj2S^ Antik6rper A) auf einem fasten Triger gebunden vorhegt 

6, Chemilumineszent-markiert s Haptenkonjugat enthaltend 

a) eine zur Chemilumineszenz befahigte Gruppe, 

mit wiederkehrenden funkti nellen Gruppen 1st an welches pro Mol sowohl mehr re mom zur 
Lumineszenz befahigte Gruppen als auch mehrere Mole Hapten gebunden sind. 
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7. Markiertes Haptenkonjugat gemaS Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daS die 
VerknQpfungsgruppe 

b) ein Peptid, ein Glyk pr tein, ein Glykolipid oder ein Kohlenhydrat ist. 

8. Markiertes Haptenkonjugat gemaS Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Molverhaltnis der VerknQpfungsgruppe b) zu der zur Lumineszenz befahigten Gruppe a) zum Hapten c) 
mindestens 1:10:10 betragt . 

9. Verfahren zur Herstellung eines lumineszentmarkierten Haptenkonjugats, entnaltend a) eme zur 
Chemilumineszent befahigte Gruppe, 

b) eine VerknQpfungsgruppe und 

c| ein Hapten, dadurch gekennzeichnet, daS man ein kettenformlges Polymeres mit wiederkehrenden 
funktioneilen Gruppen b) gleichzeitig oder nacheinander in beliebiger Reihenfolge sowohl mit mehreren 
Molen zur Lumineszenz befahigter Gruppen a) als auch mit mehreren Molen Hapten c) chemisch verbindet 

Revendications 
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1. Produit de dosage immunologique par luminescence d'haptenes constitute par 

A) un anticorps specifique pour i'haptene considere et 

B) un produit de conjugaison chimiluminescent d'haptenes contenant 
a) un groupe capable de chimiluminescence 

20 b) un groupe de couplage, et 
c) un haptene 

caractense en ce que le groupe de couplage b) est un polymere aliphatique avec des groupes fonctionnnels 
repetes, avec lequel sont combinees par mole plusieurs moles de groups capables de luminescence ainsi 
que plusieurs moles d'haptene. _ 
25 z Produite de dosage immunologique par luminescene seion la revendication 1, caractense en ce que 
I'anticorps specifique employe en A) a ete obtenu en utilisant comma immunogene un haptenequi est fixe 
sur un groupe de couplage autre que ceiui qui est utilise d'apres b). 

3. Produit de dosage immunologique par luminescence d'apres ia revendication 1 ou 2, caractense en 
ce que le groupe de couplage b) est un peptid, une glycoproteme, un glycolipide ou un glucide. 

4. Produit de dosage immunologique par luminescence selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que le rapport molaire du groupe de couplage b) au groupe capable de 
chimiluminescence a) et a I'haptene c) .est d'au rrioins 1:10:10. 

5. Produit de dosage immunologique par luminescence selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que I'anticorps A) specifique pour I'haptene considere est fixe sur un support solide. 

35 6. Produit de conjugaison marqu£ chimiluminescent d'haptene consisute par: 

a) un groupe capable de chimiluminescence, 

b) un groupe de couplage et 

c) un haptene, 

caracterise en ce que le groupe de couplage b) est un polymere aliphatique avec des groupes foncitionnels 
40 reputes, avec lequel sont combinees par mole plusieurs moles de groups capables de luminescence ainsi 
que plusieurs moles d'haptene. 

7. Produit de conjugaison d'haptene marque selon la revendication 6, caractense en ce que le groupe 
de couplage (b) est: un protide, une glycoproteine, un glycolipide ou un glucide. 

8. Produit de conjugaison d'haptene marqu6 selon la revendication 6 ou 7, caractense en ce que le 
45 rapport molaire du groupe de couplage b) au groupe capable de luminescence a) et a I'haptene c) est d'au 

moins 1:10:10. 

9. Procede de preparation d'un procluit de conjugaison d'haptene marque luminescent comprenant 

a) un groupe capable de chimiluminescence, 

b) un groupe de couplage et 

so c) un haptene, . 

caractensS en cequ'bn combine chimiquement un polymere aliphatique avec des groupes fonctionnels DL 

repetes, simultandment ou successivement dans un ordre facultatif, ainsi qu'avec plusieurs moles de 

groups a) capables de luminescence et avec plusieurs moles d'haptene c). 

55 Claims 

1, A luminescence immunoassay for haptens consisting of 

(A) an antibody specific for the respective hapten and 

(B) a chemiluminescent-labelled hapten c njugat c ntaining 
50 (a) a group capable of ch miluminescence, 

(b) a linkage group, and 

(c) a hapten, a 
characterized in that the linkage group (b) is a chain-like polymer having repeating functional groups and 
has b und thereto, per mole, several moles of groups capable of luminescence and several moles of 

55 haptens. 
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2. Th luminescence immunoassay according t claim 1, characterized in that the specific antibody 
used in (A) was prepared using as the immunogen a hapten bound to a linkage group other than the linkage 
group used according to (b). 

3. The luminescence immunoassay according to claims 1 or 2, characterized in that the linkage group 
s (b) is a peptide, a glycoprotein, a glycolipid or a carbohydrate. 

4. The luminescence immunoassay according to any of claims 1 to 3, characterized in that the molar 
ratio of the linkage group (b) to the group (a) capable of chemiluminescence to the hapten (c) is at least 
1:10:10. 

5. The luminescence immunoassay according to any of claims 1 to 4, characterized in that the antibody 
10 (A) which is specific for the respective hapten is present bound to a solid supporting material. 

6. A chemiluminescenMabelled hapten conjugate containing 

(a) a group capable of chemiluminescence, 

(b) a linakge group, and 

(c) a hapten, 

J 5 characterized in that the linkage group (b) is a chain like polymer having repeating functional groups and 
has bound thereto, per mole, several moles of groups capable of luminescence and several moles of 
haptens. 

7. The labelled hapten conjugate according to claim 6, characterized in that the linkage group (b) is a 
peptide, a glycoprotein, a glycolipid or a carbohydrate. 

20 8, The labelled hapten conjugate according to claims 6 or 7, characterized in that the molar ratio of the 
linkage group (b) to the group (a) capable of chemiluminescence to the hapten (c) is at least 1:10:10. 
9. A method for the preparation of a chemiluminescent-labeiled hapten conjugate containing 
. (a) a group capable of chemiluminescence,/ v^^teSy . 
(b) a linkage group, and X ^ ^C^™^ 



(c) a hapten,/ l\^pH^ J \ ■ 

characterized in that a jji^likg^jolymer having; repeatinq-fu n otional qroupsj(b) is allowed to be 
chemically bonded, simultaneously or subsequently in any sequence, to se veral m oles of grougsfa) and to 
several moles of hapten (c). x 
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